多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）是一种起源于浆细胞的恶性肿瘤，以硼替佐米为代表的新药治疗显著延长了患者的无进展生存，但几乎所有患者均因耐药而最终复发死亡，迄今仍不可治愈。有研究证实，小檗碱能通过有效抑制IL-6分泌抑制肿瘤增殖，是一种潜在的天然抗MM药物[@b1]--[@b4]。能否将小檗碱联合硼替佐米应用于MM以提高临床疗效，目前尚未见报道。本研究我们以人MM细胞株U266细胞为研究对象，探讨小檗碱与硼替佐米联合对MM细胞增殖及诱导细胞凋亡的作用及其可能的机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞培养及实验分组：U266细胞由北京沙东生物技术有限公司药理实验室提供，细胞密度为2.0 × 10^6^/ml，于含10％灭活胎牛血清（FBS）的RPMI 1640培养基，置于37 °C、5% CO~2~的培养箱中培养，每3\~4 d按1∶2传代培养，取对数生长期的细胞用于实验。

实验分组：①对照组：以培养基代替药物；②小檗碱组：加入小檗碱（购自美国Sigma公司），终浓度为20 µmol/L；③硼替佐米组：加入硼替佐米（由西安杨森制药有限公司惠赠），终浓度为5 nmol/L；④联合作用组：小檗碱终浓度为20 µmol/L，硼替佐米终浓度为5 nmol/L。

2．采用MTT法检测药物对U266细胞增殖的影响：MTT试剂盒购自北京博奥森生物技术有限公司。按说明书进行操作。检测两药物单独（小檗碱浓度梯度为10、20、30、40、60 µmol/L，硼替佐米浓度梯度为1.25、5、10、20、40 nmol/L）或联合作用24、48 h后对细胞的增殖抑制率。应用OriginPro7.5软件计算小檗碱和硼替佐米作用于细胞系的半数抑制浓度（IC~50~）。每组设3个复孔，实验重复3次。用金（正均）氏公式判断小檗碱和硼替佐米的联合作用是否具有协同抑制细胞增殖的作用。公式为：Q= E~A+B~/（E~A~+E~B~--E~A~·E~B~）（注：E~A~为A药效应，E~B~为B药效应，E~A+B~为联合用药效应）。

3．采用流式细胞术检测药物对U266细胞凋亡的影响：Annexin Ⅴ/PI双染试剂盒购自上海美吉生物医药科技有限公司，按说明书进行操作，上流式细胞仪（美国BD公司产品）检测两药单独或联合作用6、12 h后U266细胞的凋亡率。Annexin Ⅴ^+^/PI^−^为早期凋亡细胞，Annexin Ⅴ^+^/PI^+^为坏死及晚期凋亡细胞。每组设3个复孔，实验重复3次。用金（正均）氏公式判断小檗碱和硼替佐米的联合作用是否具有协同早期促细胞凋亡作用。

4．采用ELISA法检测药物对U266细胞caspase-3、-8、-9表达的影响：ELISA检测试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司。按说明书进行操作。检测两药物单独或联合作用2、6 h后细胞caspase-3、-8、-9的表达水平。每组设3个复孔，实验重复3次。

5．采用Western blot法检测药物对U266细胞Fas相关死亡结构域蛋白（Fas-associated death domain protein, FADD）、TNF受体相关死亡结构域蛋白（TNF-associated death domain protein, TRADD）表达的影响：对四组细胞分别提取蛋白，经SDS-PAGE电泳后，将蛋白质电转移至硝酸纤维素膜上，依次加入相应一抗、二抗进行孵育，曝光显影后对蛋白条带进行扫描。每组设3个复孔，实验重复3次。

6．统计学处理：采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。实验数据用*x*±*s*表示，两组比较采用独立样本*t*检验，多组数据比较采用方差分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、药物对U266细胞增殖的影响

1．小檗碱对U266细胞增殖的影响：分别用不同终浓度的小檗碱与U266细胞共同孵育24、48 h，结果显示，在同一时间组内，随着浓度的增加，小檗碱对U266细胞增殖抑制作用逐渐增强；而在同一浓度下，随着作用时间的延长，小檗碱对细胞增殖抑制作用也逐渐增强，呈剂量和时间依赖性（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。作用24 h时IC~50~值为\>60 µmol/L，作用48 h时IC~50~值为54.22 µmol/L。

![MTT法检测不同浓度小檗碱作用不同时间后对U266细胞增殖的影响（每组设3个复孔，实验重复3次）](cjh-37-11-976-g001){#figure1}

2．硼替佐米对U266细胞增殖的影响：分别用不同终浓度的硼替佐米与U266细胞共同孵育24、48 h，结果显示，在同一时间组内，随着浓度的增加，硼替佐米对U266细胞增殖抑制作用逐渐增强；而在同一浓度下，随着作用时间的延长，硼替佐米对细胞增殖抑制作用也逐渐增强，呈剂量和时间依赖性（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。作用24 h时IC~50~值为11.8 nmol/L，作用48 h时IC~50~值为6.1 nmol/L。

![MTT检测不同浓度硼替佐米作用不同时间后对U266细胞增殖的影响（每组设3个复孔，实验重复3次）](cjh-37-11-976-g002){#figure2}

3．两药联合对U266细胞的增殖的影响：根据检测所得两药单独作用24、48 h后对细胞增殖抑制的结果，选择5、10 nmol/L硼替佐米作为联合用药的浓度，与不同浓度的小檗碱共同作用于U266细胞，检测作用24、48 h时对细胞的增殖的影响。结果显示5 nmol/L硼替佐米联合不同浓度小檗碱组24、48 h时Q值介于1.31±0.23和1.65±0.22之间，提示两药为协同作用。10 nmol/L硼替佐米联合不同浓度小檗碱组24、48 h时Q值介于1.00±0.15和1.07±0.14之间，提示两药为相加作用，考虑与硼替佐米药物浓度较高有关（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![不同浓度的小檗碱与硼替佐米单独及联合作用24(A）、48(B）h后对U266细胞增殖的影响（每组设3个复孔，实验重复3次）\
横坐标代表小檗碱不同浓度取lg值](cjh-37-11-976-g003){#figure3}

同时发现，硼替佐米5 nmol/L与小檗碱20 µmol/L联合作用组在48 h时细胞增殖抑制率为（56.23 ± 0.59）%，硼替佐米10 nmol/L与小檗碱20 µmol/L联合作用组在24 h细胞增殖抑制率为（56.36±0.30）%，均接近IC~50~值；通过金氏方程检验上述实验组联合作用组在24 h及48 h时Q值均大于1.15，表现为协同作用，联合用药后U266细胞增殖抑制率与单药小檗碱比较明显升高。硼替佐米10 nmol/L与小檗碱20 µmol/L联合作用组在48 h细胞增殖抑制率为（76.71±1.79）%，Q值为1.01，协同作用不明显，考虑与硼替佐米浓度较高有关。故选取硼替佐米终浓度5 nmol/L、小檗碱终浓度20 µmol/L为进行后续实验的联合浓度（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

二、药物对U266细胞凋亡的影响

1．小檗碱与硼替佐米单独及联合作用6 h对U266细胞凋亡的影响：结果详见[表1](#t01){ref-type="table"}。四组数据经方差分析显示*P*\<0.001。进一步采用LSD法进行组间比较，结果显示与空白对照组比较，硼替佐米组的细胞凋亡率增高差异无统计学意义（*P*=0.070），其他两组的细胞凋亡率均显著增高，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.01）；小檗碱、硼替佐米两药单独用药组比较，细胞凋亡率差异无统计学意义（*P*= 0.090）；联合作用组较小檗碱组（*P*=0.010）、硼替佐米组（*P*=0.020）细胞凋亡率均增高，差异均有统计学意义。两药物联合应用时，Q值为0.896，提示联合用药为相加的效果。

###### 流式细胞术检测小檗碱和硼替佐米单独和联合作用对U266细胞早期凋亡的影响（%，*x*±*s*）

  组别           作用6 h     作用12 h                               
  ------------ ------------ ---------- ------- ------------ ------- -------
  空白对照组    2.77±0.25                       2.90±0.20           
  硼替佐米组    26.93±3.15    0.007             28.17±1.56   0.010  
  小檗碱组      15.86±1.35    0.005             20.43±1.45   0.020  
  联合作用组    34.60±2.55    0.003     0.896   51.33±0.61   0.000   1.197

注：硼替佐米组：硼替佐米浓度5 nmol/L；小檗碱组：小檗碱20 µmol/L；联合作用组：20 µmol/L小檗碱+5 nmol/L硼替佐米；*P*值为与空白对照组比较；每孔设3个复孔，实验重复3次

2．小檗碱与硼替佐米单独及联合作用12 h对U266细胞凋亡的影响：结果详见[表1](#t01){ref-type="table"}、[图4](#figure4){ref-type="fig"}。4组数据经方差分析显示*P*\<0.001。进一步采用LSD法进行组间比较，结果显示与空白对照组比较，其他3组的细胞凋亡率均显著增高，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）；小檗碱组与硼替佐米组比较，细胞凋亡率差异有统计学意义（*P*=0.000）；联合作用组较小檗碱组（*P*=0.000）、硼替佐米组（*P*=0.010）细胞凋亡率均增高，差异均有统计学意义。两药联合应用时，Q值为1.197，提示联合用药为增强的效果。

![流式细胞术检测硼替佐米联合小檗碱作用12 h后对U266细胞凋亡的影响\
A：空白对照组；B：5 nmol/L硼替佐米作用组；C：20 µmol/L小檗碱作用组；D：20 µmol/L小檗碱和5 nmol/L硼替佐米联合作用组](cjh-37-11-976-g004){#figure4}

三、药物对U266细胞caspase-3、-8、-9表达的影响

结果见[表2](#t02){ref-type="table"}。随着作用时间的增加，caspase-3、-8、-9表达均较对照组有明显增加，差异均有统计学意义。其中caspase-8的表达水平在小檗碱组及联合作用组增加明显，与硼替佐米组比较差异有统计学意义（*P*\<0.05）；caspase-9的表达水平在硼替佐米组及联合作用组增加明显，与小檗碱组比较差异有统计学意义（*P*\<0.05）。

###### ELISA法检测小檗碱和硼替佐米单独和联合作用不同时间对U266细胞caspase-3、8、9活性的影响（ng/ml，*x*±*s*）

  组别                    caspase-3        *P*值                        
  --------------------- ------------- ---------------- ---------------- ---------
  空白对照组             0.282±0.029    0.267±0.029      0.263±0.016      0.649
  5 nmol /L硼替佐米组    0.258±0.020   0.337±0.023^a^   0.600±0.024^a^   \<0.001
  20 µmol /L小檗碱组     0.257±0.006    0.300±0.013     0.482±0.012^a^   \<0.001
  联合作用组             0.279±0.020   0.427±0.018^a^   0.988±0.046^a^   \<0.001

  组别                    caspase-8          *P*值                            
  --------------------- -------------- ------------------ ------------------- ---------
  空白对照组             76.597±5.037     73.689±2.580       73.688±1.895       0.528
  5 nmol /L硼替佐米组    84.545±8.831     99.748±2.712     162.010±3.610^b^    \<0.001
  20 µmol /L小檗碱组     78.254±3.744   117.314±2.216^a^   184.610±4.112^a^    \<0.001
  联合作用组             78.665±1.441   127.860±4.612^a^   334.301±10.961^a^   \<0.001

  组别                    caspase-9        *P*值                        
  --------------------- ------------- ---------------- ---------------- ---------
  空白对照组             0.746±0.021    0.805±0.041      0.746±0.031      0.104
  5 nmol /L硼替佐米组    0.773±0.061   0.945±0.049^b^   1.500±0.281^a^    0.004
  20 µmol /L小檗碱组     0.787±0.061    0.877±0.041     1.207±0.028^a^   \<0.001
  联合作用组             0.773±0.016   1.064±0.035^a^   2.170±0.086^a^   \<0.001

注：联合作用组：20 µmol/L小檗碱+5 nmol/L硼替佐米；与空白对照组比较，^a^*P*\<0.01，^b^*P*\<0.05；每组设3复孔，实验重复3次

四、药物对U266细胞凋亡相关蛋白表达的影响

与空白对照组比较，作用24 h及48 h后，小檗碱组、硼替佐米组和联合作用组细胞的TRADD和FADD表达水平均有所增加，小檗碱组和联合作用组差异有统计学意义（*P*值均\<0.05），硼替佐米组差异无统计学意义（*P*\>0.05）。小檗碱组、硼替佐米组和联合作用组各组间细胞的TRADD和FADD表达水平差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}、[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![小檗碱与硼替佐米联合作用24 h及48 h对U266细胞凋亡相关蛋白表达的影响\
对照：未加药处理的U266细胞；B：20 µmol/L小檗碱处理组；V：5 nmol/L硼替佐米处理组；B+V：20 µmol/L小檗碱+5 nmol/L硼替佐米联合处理组；FADD：Fas相关死亡结构域蛋白；TRADD：TNF受体相关死亡结构域蛋白](cjh-37-11-976-g005){#figure5}

###### Western blot法检测小檗碱和硼替佐米单独和联合作用对U266细胞凋亡相关蛋白表达的影响（*x*±*s*）

  组别                     作用24 h       作用48 h                   
  --------------------- -------------- -------------- -------------- --------------
  空白对照组              0.54±0.01      0.41±0.01      0.26±0.04      0.34±0.01
  5 nmol /L硼替佐米组     0.55±0.01      0.43±0.01      0.28±0.01      0.34±0.01
  20 µmol /L小檗碱组     0.85±0.03^a^   0.75±0.01^a^   0.46±0.01^a^   0.72±0.03^a^
  联合作用组             0.91±0.01^a^   0.98±0.01^a^   0.70±0.01^a^   0.98±0.01^a^

注：联合作用组：20 µmol/L小檗碱+5 nmol/L硼替佐米；TRADD:TNF受体相关死亡结构域蛋白；FADD：Fas相关死亡结构域蛋白；与空白对照组比较，*P*\<0.05；每组设3个复孔，实验重复3次

讨论 {#s3}
====

尽管以硼替佐米为代表的新药联合治疗显著改善了MM患者的预后，但迄今尚无法治愈MM，患者终将出现复发、耐药直至死亡[@b5]。因此，临床上亟需开发新药物、寻找新策略以改善MM患者的治疗现状。

小檗碱是一种天然的生物碱类物质，可从多种医用草药中提取，临床应用已近千年，患者服用后并无明显不良反应[@b6]。Tegos等[@b7]研究显示体外培养的高分泌IL-6人食管癌细胞株YES-2细胞经小檗碱处理后细胞IL-6 mRNA表达降低，IL-6分泌明显下降，其抑制作用呈量效、时效依赖性；YES-2细胞的荷瘤裸鼠灌食小檗碱后，裸鼠血清IL-6水平明显下降，同时恶液质状态显著改善。Kim等[@b8]研究也显示小檗碱可抑制正常巨噬细胞IL-6的分泌，并提出这种抑制作用可能部分通过PPA-γ通路介导。另有研究表明，小檗碱可以通过活化caspase-3诱导人白血病I-3细胞凋亡，促进白血病细胞系HL-60细胞周期阻滞于G~2~/M期，通过Set9介导的赖氨酸甲基化抑制NF-κB核易位[@b9]--[@b11]。但目前尚未见小檗碱联合硼替佐米治疗MM的相关研究报道。

我们的结果显示在特定浓度范围内（低于24 h及48 h IC~50~值）的硼替佐米单药应用抗MM效应有限。经MTT法验证，5 nmol/L的硼替佐米其单药24 h抑制率仅为（11.23 ± 0.26）%，但与小檗碱（20 µmol/L）联合应用后24 h抑制率上升至（22.91 ± 2.07）%；Annexin Ⅴ/PI流式双染法检测结果证实经小檗碱单药及与硼替佐米联合作用后U266细胞的早期细胞凋亡比例明显升高。5 nmol/L硼替佐米单药6 h细胞早期凋亡率为（6.13±0.07）%，与小檗碱（20 µmol/L）联合作用后6 h细胞早期凋亡率上升至（13.91±0.09）%；经金氏公式验证可显著发挥协同抗MM效应。

在明确了小檗碱与硼替佐米在U266细胞中具有协同促凋亡效应的基础上，我们也探究了两种药物单药及联合作用的凋亡相关机制。我们从细胞凋亡的两种途径，即线粒体途径与死亡受体途径两个方面对不同组别的细胞凋亡机制进行了探究。在死亡受体通路中，目前已知的死亡受体家族成员有五个，包括TNFR、Fas、DR3、DR4、DR5。其中，最典型的死亡受体是Fas，其在介导细胞凋亡过程中可能起着重要的信号传递作用。它的DD与Fas配体（FasL）的同三聚体形式相互交联、结合成簇。之后与相应伙伴蛋白结合，其中，最重要的是FADD。FADD不仅通过其分子中的DD结构与Fas结合；同时，还可通过其死亡效应结构域（DED）与caspase的DED相互作用，TNFR1与TRADD、FADD结合，最终导致caspase-8活化，进而使caspase-3活化，引起细胞凋亡[@b12]。因此，为明确小檗碱与硼替佐米的协同作用是否与死亡受体外源性通路有关，我们对不同处理组U266细胞的TRADD、FADD蛋白表达水平进行了检测。结果显示，硼替佐米单药对U266细胞的TRADD、FADD的表达水平无明显影响，而小檗碱单药可明显上调TRADD、FADD的表达水平。两药联合作用于U266细胞后，TRADD、FADD表达水平不仅较空白对照组明显增加，且较小檗碱单药作用组也有所增加，说明小檗碱与硼替佐米的协同作用机制之一为使死亡受体外源性通路的活性增强而诱导细胞凋亡。

同时，我们也对不同作用组别中的凋亡相关蛋白caspase-3、caspase-8、caspase-9的活性进行了检测。结果显示硼替佐米作用于U266细胞后caspase-3、caspase-8、caspase-9的活性均显著上升，而小檗碱作用后caspase-9的活性表达未发生显著改变。表明小檗碱诱导的细胞调亡主要为通过死亡受体外源性通路来实现的，硼替佐米则可通过线粒体途径诱导细胞凋亡[@b13]。而小檗碱联合硼替佐米作用后U266细胞caspase-3、caspase-8、caspase-9均较对照组有明显升高，较之单药组更加显著，提示小檗碱联合硼替佐米在线粒体细胞凋亡途径方面也具有协同作用。

在本研究中，我们证实了小檗碱具有显著的抗MM效应，这可能是通过与死亡受体相关配体结合，启动了外源性细胞凋亡途径，从而诱导细胞凋亡；同时，我们还发现小檗碱联合硼替佐米可协同促进MM细胞凋亡，这种作用可能是通过上调TRADD及FADD蛋白表达水平而实现的。这为临床应用小檗碱联合硼替佐米治疗MM提供了理论依据。
